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Zusammenfassung: Es wird ein gaschromatographisches Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung von Ethosuximid
und Valproinat beschrieben. Nach Zusatz von inneren Standards wird die Serumprobe mit Chloroform und Schwefel-
säure versetzt und extrahiert. 2 der organischen Phase werden unmittelbar in den Gaschromatographen injiziert.
Die Auftrennung erfolgt an SP 1000 isotherm, ohne Derivatbildung. Der Variationskoeffizient als Maß für die Präzi-
sion von Tag zu Tag betrug für Ethosuximid 2,6% und für Valproinat 5,2%. Bei Ringversuchen lagen die Meßwerte
stets um weniger als eine Standardabweichung vom Sollwert entfernt. Die Nachweisgrenze lag mit 11,6 / für
Ethosuximid und 2,3 / für Valproinat weit unterhalb des therapeutischen Bereichs. Zur Prüfung der Spezifität
wurden u. a. die relativen Retentionszeiten von etwa 100 Arzneimitteln mit denen der Antiepileptica und ihren inne-
ren Standards verglichen.
A gaschromatographic method for the simultaneous determination ofethosuximide and valproate in serum
Summary: A gaschromatographic procedure for the simultaneous determination of ethosuximide and valproate is
presented. After addition of the two internal standards the serum sample is acidified and extracted by chloroform
2 of the organic phase is directly injected into the gaschromatograph without previous evaporation. The gas-
chromatographic analysis is carried out on SP 1000 under isothermal conditions without derivatisation. The coeffi-
cients of variation for the precision from day to day were 2.6% (ethosuximide) and 5.2% (valproate). In external
quality control the results for both substances always differed less than one standard deviation from the mean. The
detection limits (11.6 / for ethosuximide and 2.3 >1/1 for valproate) were far below the usual therapeutic
range. The specificity of the method was proven by comparison of the relative retention times of about 100 drugs, the
investigated antiepileptic drugs and their internal standards.
Einleitung
Die Bedeutung der Überwachung der Antiepileptica-
therapie mit Hilfe von Konzentrationsbestimmungen im
Blut unter definierten Entnahmebedingungen ist allge-
mein anerkannt (1,2). Die Analysen werden zu einem
großen Teil unter Einsatz der Gaschromatographie
durchgeführt. Das vergleichsweise spät in die Therapie
eingeführte Valproinat wird üblicherweise einzeln be-
stimmt (3—12), während man gewöhnlich die Etho-
suximidkonzentration gemeinsam mit der der anderen
Antikpnvulsiva zu ermitteln versucht (13—21). Auf
Grund des unterschiedlichen gaschromatogräphischen
Verhaltens ist jedoch die Messung von Ethosuxünid zu-
sammen mit Carbamazepin, Phenobarbital, Phenytoin
und Primidon unbefriedigend und führt dazu, daß das
vergleichsweise weniger oft eingesetzte Ethosuximid
die Optimierung der Verfahren für die häufiger appli- .
zierten Antiepileptica verhindert: Bei der Probenauf-
arbeitung, muß die Flüchtigkeit des Ethosuximid be-
rücksichtigt werden (14, 19) und bei der Gaschromato-
graphie müssen Temperaturprogramme eingesetzt wer-
den, die 100 °C und mehr überbrücken müssen (14,
16,18,21).
Wir haben das seinerzeit von Vree et al. (5) ohne nähere
Prüfung der Zuverlässigkeit für die Valproinatbestimmung
vorgeschlagene Verfahren aufgegriffen und für die ge-
meinsame Bestimmung der in vielen Eigenschaften ähn-
lichen Verbindungen Valproinat und Ethosuximid modi-
fiziert und evaluiert. Die Methode erlaubt nach gemein-
samer, einfacher Proben Vorbereitung, die der leichten
Flüchtigkeit der beiden Verbindungen Rechnung trägt,
die gaschromatographische Bestimmung simultan, iso-
therm und ohne Derivatbildung durchzuführen. Damit
ist die Möglichkeit gegeben, ein weiteres Verfahren zur
Bestimmung der übrigen .therapeutisch wichtigen Anti-
epileptica auf Carbamazepin, Phenobarbital, Phenytoin
und Primidon zu beschränken und für diese gaschromato-
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graphisch vergleichsweise ähnlichen Substanzen die Be-
dingungen zu optimieren (22).
Material und Methodik
Material
Natriumvalproinat (2-Propyl-valeriansäure, Natriumsalz), /
166,2 (Labaz GmbH, Erkrath-Unterfeldhaus); Ethosuximid.
(2-Ethyl-2-methyl-succinimid),Arr 141,2 (Parke, Davis &
Comp., München 2); Caprylsäure, MT 144,2 (Fluka Feinchemi-
kalien GmbH, Neu-Ulm); 2,2,3-Trimethylsuccinimid, MT 141,2
(Aldrich-Europe, Nettetal 2). Schwefelsäure (6 mol/1), Natron-
lauge (2 mol/1) und Eisessig, jeweils p. a. werden ohne Vorreini-
gung verwendet, Chloroform und Ethylacetat (p. a.) werden
vor Gebrauch destilliert (Merck, Darmstadt). Ortho Anti-
convulsant Control Serum (Ortho Diagnostics, Heidelberg).
EMIT-aed® (Enzym-Immuno-Assay für die Ethosuximidbe-
stimmung, Merck, Darmstadt).
Lösungen
Natriumvalproinat, Ethosuximid und 2,2,3-Trimethylsuccinimid
werden in Ethylacetat-Eisessig (100 ml + l ml) bzw. in destillier-
tem Wasser gelöst: Konzentration: 50 bzw. 100 mg/1. Haltbar-
keit bei Raumtemperatur: Mindestens 3 Monate. Caprylsäure
(20 ) wird in End-zu-End kalibrierten Kapillaren (Brand,
Wertheim) aufgenommen und in 10 ml Ethylacetat/Eisessig
(100 ml + l ml) ausgeschüttelt. Zur Herstellung der wäßrigen
Caprylsäurelösung wird die gefüllte Kapillare (20 ) in 10 ml
Natronlauge (0,1 ml NaOH (2 mol/1) + 10 ml dest. Wasser) aus-
geschüttelt. Haltbarkeit bei Raumtemperatur: Mindestens 3 Mo-
nate.
Glasgeräte
Spitzröhrchen mit Schliffstopfen, Inhalt 10 ml.
Gaschromatographie
Glassäule, silikonisiert, 1,2 m lang, Innendurchmesser 2 mm.
Säulenfüllung: 1%SP 1000 auf Supelcoport, 100/120 mesh
(Supelco, Bellefonte, USA). Gaschromatograph: Varian 1400
mit Flammenionisationsdetektor (Varian, Darmstadt). Säulen-
temperatur: 125 °C, Einlaßtemperatur: 180 °C, Detektortem-
peratur: 180 °C. Trägergas: Nachgereinigter Stickstoff (40 ml/
min).
Methodik
500 \ des Patientenserums werden mit 50 der wäßrigen
Caprylsäurelösung (interner Standard für die Valproinatbestim-
mung) bzw. mit 50 der wäßrigen 2,2,3-Trimethylsuccinimid-
Lösung (interner Standard für die Ethosuximidbestimmung)
versetzt. N ach Zugabe von 500 Chloroform werden 50
Schwefelsäure (6 möl/1) zugesetzt und 2 Minuten geschüttelt.
Es wird 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. 2 der organischen
Unterphase werden in den Gaschromatographen eingespritzt.
Die Auswertung der Gäschromatogramme erfolgt über die Aus-
messung der Peakhöhen von Proben und Standards.
Ergebnisse
Präzision
Die Präzision in der Serie wurde mit Serum bestimmt,
das mit Ethosuximid und Valproinat aufgestockt wurde.
Jeweils 500 wurden mit den 'inneren Standards ver-
setzt und analysiert. In Tabelle l wurden die Ergebnisse
zusammengefaßt. Die Variationskoeffizienten schwank-
ten zwischen l ,0 und 2,2%. Die Präzision von Tag zu
Tag wurde mit einem ebenfalls selbst hergestellten, auf-
gestockten Serumpool und einem Kontfollserum (Ortho
Anticonvulsant Control Serum) ermittelt. Die Variations-
koeffizienten betrugen zwischen 2,0 und 5,2% (Tab. 2).
Richtigkeit und Spezifität
Die Wiederfindurig von Ethosuximid ohne Berücksichti-
gung des inneren Standards betrug 68,1% (Variations-
koeffizieiit: 7,4%, Anzahl n = 50), die Wiederfindung von
Valproinat wurde unkorrigiert zu 75,9% (Variations-
koeffizient: 6,3%, Anzahl n = 50) bestimmt.
Die Gäschromatogramme von Pharmaka-freien Sera
bzw. von Patienten unter Therapie mit Antikonvulsiva
lassen keine Verunreinigungen oder störende Peaks von
Metaboliten erkennen (Abb. 1—3).








































































(1) Selbst hergestelltes, aufgestocktes Poolserum
(2) Ortho Anticonvulsant Control Serum
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Abb. 1. Gaschroma togramm eines medikamentenfreien Serum-
ex traktes.
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Abb. 3. Gasplirpmätögramm eines Serumextraktes von einem
Patienten unter Ethosuximidtherapie.
3: 2,2,3^tnmethylsuccinimid (innerer Standard)
4: Ethosuximid (747 / ).
Es wurde geprüft, ob die folgenden Medikamente auf
Grund ihrer Reteyitionszeit und ihres Extraktionsverhal-
tens stören könnten. Dazu wurden jeweils 10 mg der
Reinsübstand bzw. 5 ml der Flüssigkeit verwendet, die in
10 ml der organischen Unterphäse einer Mischung von
Chloroform und Schwefelsäure (6 mol/1) (100 ml +
10 ml) gelöst wurden. 2 wurden iii den Gaschrornato-
graphen injiziert. Auf diese Weise wkd zugleich die Lös-
Abb. 2. Gaschromatogramm eines Serumextraktes von einem
Patienten unter Valproinattherapie.
l: Valproinat (503 / )
2: Caprylsäure (innerer Standard)
lichkeit als auch das gaschromatographische Verhalten
der Substanzen geprüft, und eine mögliche Störung der
Analyse durch ein Pharmakon in einem Schritt erfaßt.
Andererseits sind deshalb genaue Angaben der geprüften
Konzentrationen nicht zu geben. Auf Grund der ein-
gesetzten Mengen liegen sie jedoch im toxischen und le-
talen Bereich.
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Die Bestimmung von Valproinat wird lediglich durch
hohe Konzentrationen von Carbromal und Clomethiazol
gestört. Beim Vergleich der Ergebnisse, die durch Analyse
von Ethosuximidhaltigen Sera mittels eines homogenen
Enzymimmunpassays (EMIT®) und gaschromatogra-
phisch erhalten wurden, ergab sich eine gute Übereinstim-
mung (23). Die Abweichungen, die bei Ringversuchen
beobachtet wurden (Ringversuchsleitung: Dr. A. Richem,
St. Bartholomew's Hospital Quality Control Scheme for
Antiepileptic Drugs, London), lagen bei den gaschroma-
tographischen Analysen immer um weniger als eine
Standardabweichung vom Mittelwert entfernt (Tab. 3).
Empfindlichkeit
Die Empfindlichkeit der Methode wurde abgeschätzt
durch Bestimmung der dreifachen Standardabweichung
bei Analysen im unteren Konzeriträtionsbereich als
einem Maß für die Präzision bei der Konzentration
/ (24). Eine Bestimmung des mittleren Leerwer-
tes ist nicht möglich, zumal die Retentionszeit im unter-
sten Konzentrationsbereich nicht konstant ist. Als Ab-
schätzung kann der Vergleich zwischen Meß- und Soll-
wert dienen (Tab. 4). Jedenfalls erlaubt die Methode
auch Konzentrationen unterhalb des therapeutischen
Bereich (Ethosuximid: 424,8-566,4 / und Val-
proinat: 349,0-698,0 jumol/l (25)) zuverlässig zu'bestim-
men. . .
Praktikabilität
Die Probenvorbereitung erfordert für 10 Analysen höch-
stens eine halbe Stünde. Alle 6 Minuten kann ein Väl-
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* bezogen auf gaschromatographische Verfahren ohne Derivatbildung




























proinathaltiger Extrakt zur Analyse eingespritzt werden,
alle 13 Minuten ein Ethosuximidhaltiger. Eine Störung
durch Verunreinigungen mit langen Retentionszeiten,
welche die Auswertung der anschließenden Gaschromato-
gramme erschweren, wurde nicht beobachtet. Die Material-
kosten sind minimal, was einen wesentlichen Vorteil ge-
genüber einer entsprechenden EMIT®-Analyse darstellt,
zumal bei dem vergleichsweise weniger oft eingesetzten
Ethosuximid die besonders teuren Einzelanalysen (26)
häufig sind.
Diskussion
Im Gegensatz zu anderen gaschromatographischen Metho-
den werden Ethosuximid und Valproinat gleichzeitig be-
stimmt. Dieses Vorgehen empfiehlt sich auf Grund der
ähnlichen Substanzeigenschaften, die diese Antikon-
vulsiva von den anderen Antiepileptica wesentlich abhe-
ben. Die Flüchtigkeit der Verbindungen zusammen mit
ihren hohen therapeutischen Konzentrationen im Serum
erfordert und erlaubt eine Extraktion ohne anschließende
Konzentrierung des Extraktes, z. B. durch Eindampfen.
Die gaschromatographische Analyse kann simultan, iso-
therm und ohne Derivatbildung durchgeführt werden,
was die bei den ständig steigenden Analysenanforderun-
gen dringliche Mechanisierung der gaschromatographi-
schen Bestimmung erleichtert.
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